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摘 要 : 解 磷 细菌 在 增加 土壤 可 溶性 磷 含 量 、 提 高 磷肥 利用 效率 方面 具有 重要 作用 。 为 选 得 高 效 解 磷 菌 、 探 
讨 其 解 磷 机 制 ， 本 文 利 用 平板 溶 磷 圈 法 筛选 解 磷 细 菌 ， 采 用 钼 锐 抗 比 色 法 研究 其 解 磷 活 性 ， 茶 磷酸 二 钠 法 研 
究 其 磷酸 酶 活性 , 利用 薄 层 层 析 分 析 其 产生 的 有 机 酸 , 根据 生理 生化 特征 和 16S rRNA. 基因 序列 系统 发 育 分 析 ， 
确定 其 分 类 学 地 位 .结果 表明 ,菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 对 植 酸 钙 的 降解 活性 很 强 , 3 d 后 培养 液 中 可 溶性 磷 浓 度 
分 别 增加 219 mg:L 和 216 mg L; 对 磷酸 钙 降 解 活性 较 弱 ， 最 高 可 溶性 磷 浓 度 仅 为 植 酸 钙 的 21.79%~30.37%; 
解 磷 细菌 可 分 泌 酸 性 、 中 性 和 碱 性 磷酸 酶 ， 降 解 不 溶性 磷 ， 可 能 产生 丙 酸 和 琥珀 酸 等 有 机 酸 ， 降低 培养 液 pH, 
增加 可 溶性 磷 浓 度 。 两 株 细菌 均 为 革 兰 氏 阴 性 杆菌 ， 无 芽 钨 ,产生 硫化 氧 ， 其 中 菌株 JXJ-11 的 16S rRNA 基因 
序列 与 Sphingomonas melonis DAPP-PG 224! 和 S. aquatilis JSS7T 相似 性 最 高 (99.79%)， 菌株 JXJ-15 的 
16S rRNA 基因 序列 与 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae DSM 301047 相似 性 最 高 (99.73%), 根据 以 上 信 
A, 确定 菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 分 别 是 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属 和 克 雷 白 氏 杆菌 属 的 成 员 。 菌 株 JXJ-11 和 JXJ-15 的 解 
磷 机 制 包括 分 深 有 机 酸 和 磷酸 酶 ， 其 中 JXJ-11 在 微生物 磷肥 研制 方面 具有 潜在 应 用 价值 。 
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Phosphate solubilization activities and action mechanisms of two 
phosphate-solubilizing bacteria 


CHEN Danyang, LI Hanquan, ZHANG Binghuo , ZHA Daiming, YANG Jianyuan 
(College of Pharmacy and Life Sciences, Jiujiang University, Jiujiang 332000, China) 


Abstract: Phosphate-solubilizing bacteria play an important role in increasing soluble phosphorus content in soils and 
utilization efficiency of phosphatic fertilizers. Halo zone on agar plate was used to screen solubilizing-phosphate bacteria and 
the molybdenum antimony resistance colorimetric and disodium phenyl phosphate methods were used to analyze solubilizing- 
phosphate activities and phosphatase activities of the bacteria. The organic acids produced by solubilizing-phosphate bacteria 
were analyzed using thin layer chromatography (TLC). The taxonomic status of the solubilizing-phosphate bacteria was 
determined on the basis of physiological and biochemical characteristics and phylogenetic analysis of 16S rRNA gene 
sequences. The aim of the study was to select bacteria strains solubilizing both inorganic and organic phosphate, and to explore 
their phosphate solubilization activities and mechanisms. The results showed that two bacteria (designated as JXJ-11 and 
JXJ-15 strains) exhibited higher activities in solubilizing phytin and the soluble phosphorus contents in the culture broths 
increased respectively by 219 mg:L ! and 216 mg: ! after three days of incubation. The two strains showed lower activities of 
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solubilizing calcium phosphate and the highest soluble phosphorus contents in the culture broths were only 21.79%-30.37% of 
phytin in media. Both JXJ-11 and JXJ-15 strains secreted acid, neutral and alkaline phosphatases to degrade insoluble 
phosphorus and probably produced organic acids (e.g., propionic and succinic acids) which reduced pH values of culture 
broths while increasing soluble phosphorus contents. Both JXJ-11 and JXJ-15 strains were gram-stain negative, non-endospore 
forming and positive for the production of hydrogen sulfide. While 16S rRNA gene sequence of JXJ-11 strain was closely 
related to Sphingomonas melonis DAPP-PG 224" and S. aquatilis JSS7' (99.7996), JXJ-15 strain was closely related to 
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae DSM 30104" (99.7394). Based on the results above, JXJ-11 and JXJ-15 strains 
were identified as members of the genus Sphingomonas and Klebsiella, respectively. The action mechanisms of phosphate 
solubilization of JXJ-11 and JXJ-15 strains included secretion of organic acids and phosphatases. The study showed that 


JXJ-11 strain had a potential application value in developing microbial phosphatic fertilizers. 


Keywords: Phosphate-solubilizing bacteria; Phosphate solubilization activity; Organic phosphate; Inorganic phosphate; 


Sphingomonas; Klebsiella; 16S rRNA gene sequence 


磷 素 是 植物 正常 生长 发 育 不 可 缺少 的 必需 元 素 。 
土壤 中 95% 以 上 的 磷 元 素 为 植物 难以 直接 吸收 利用 
的 不 溶性 磷 ， 我国 约 74% 的 农田 耕地 土壤 缺 磷 站 
施用 有 机 和 化 学 磷肥 是 土壤 磷 的 主要 来 源 钻 。 然 而 
土壤 矿物 质 对 磷 元 素 具 有 很 强 的 吸附 和 固定 作用 ， 
往往 容易 形成 难 溶性 无 效 磷酸 盐 0 1， 导致 施 和 的 磷 
肥 当 季 利 用 率 只 有 596-2590 1, 磷肥 主要 来 自 磷 矿 粉 ， 
但 磷 矿 粉 是 不 可 再 生 资源 ， 将 在 50~100 FAHR, 
因此 ， 如 何 增加 土壤 中 可 溶性 磷 元 素 含量 ， 提 高 磷 
肥 利 用 效率 ， 是 农业 或 需 解决 的 问题 。 

土壤 中 存在 大 量 的 解 磷 微生物 ,包括 细菌 、 真 
菌 和 放 线 菌 。 这 些 解 磷 微生物 通过 其 生命 活动 ,使 
土壤 中 不 溶性 磷 变 为 可 溶性 磷 ， 供 植物 生长 发 育 需 
要 ， 并 提高 植物 对 施 入 土壤 的 磷肥 利用 效率 。 我 国 
旱地 土壤 中 可 培养 解 磷 微 生物 占 整 个 土壤 可 培养 
微生物 群 的 27.1%~82.1%， 其 中 解 磷 细 菌 的 含量 最 
m", pb, M BEBE ARES rh 7 326 n CBE D ESTER URS 
JB Xo Chen 等 中 从 台湾 中 部 的 1 个 土 样 中 分 离 到 
36 株 能 够 溶解 磷酸 钉 的 细菌 ， 它 们 分 属于 芽孢 杆 
HS (Bacillus) ARAE (Rhodococcus TAAR 
(Arthrobacter) YERA (Serratia) & EN ESL IER 
(Chryseobacterium). RRRA (Delftia REK 
Æ (Gordonia) Sl H FF BS [& (Phyllobacterium), X 
些 细菌 从 磷酸 钙 中 释放 的 可 溶性 磷 浓 度 为 31.5~ 
519.7 mg:L '。 近 年 来 , 我 国 研究 人 员 对 解 磷 细菌 开 
展 了 大 量 研究 工作 ， 和 沪 选 到 许多 解 磷 活性 较 好 的 细 
A, ROAA ARE (Burkholderia), RY RA 
I&(Pseudomonas), BATFESI& (Enterobacter) ^, Fih 
IAE (Acinetobacter) 758 RAE (Serratia), H 
fü FF ER Eg P NZE AE (Pantoea "S, ycte ig 
对 磷酸 钙 的 溶解 活性 较 好 ， 接 菌 培养 后 可 溶性 磷 合 
量 可 达 190~663 mg: L'o 

目前 我 国 解 磷 细菌 的 研究 多 数 集 中 在 无 机 磷 上 


(主要 是 磷酸 钙 )， 对 有 机 磷 的 解 磷 活 性 研究 较 少 ， 
且 筛 选 到 的 解 磷 细 菌 解 有 机 磷 的 活性 弱 于 无 机 磷 ， 
接种 活性 菌株 后 ， 卵 磷脂 培养 基 可 溶性 磷 合 量 低 
于 26 mgL 9"? 植 酸 钙 培 养 基 可 溶性 磷 舍 量 在 
100 mgL' 以 下 501。 土 壤 中 有 机 磷 含 量 占 总 磷 的 
20%~50%H4， 它 们 对 作物 生长 特别 重要 路 因此 ， 
在 筛选 解 无 机 磷 细 菌 的 同时 ， 也 要 加 强 解 有 机 磷 细 
菌 的 研究 。 本 文 以 磷酸 钙 和 植 酸 钙 为 磷 源 ， 对 分 离 
自 江 西 省 森林 土壤 的 细菌 进行 解 磷 活 性 和 作用 机 
制 研究 ， 旨 在 筛选 到 对 不 溶性 无 机 磷 和 有 机 磷 均 有 
较 好 降解 活性 的 菌株 ， 并 初步 了 解 其 解 磷 作 用 机 制 ， 
为 高 效 解 磷 微生物 肥料 的 研制 提供 新 材料 和 理论 
依据 。 
1 材料 与 方法 
11 供 试 菌株 

供 试 菌株 为 分 离 自 江西 省 九江 市 森林 土 样 的 30 
余 株 细 菌 。 
12 ”培养 基 

固体 解 磷 培 养 基 : 采用 中 华人 民 共 和 国 农业 行 
业 标 准 NY/T 1847—2010 B38875 7, AEN 10 g, 


(NH4);SO, 0.5 g, NaCl 0.3 g, MgSO47H2O 0.3 g, KCl 
0.3 g, FeSO44H5O 0.036 g, MnSO44H;0 0.03 g, E 


HWER 2.0 g[ 或 无 机 磷 Ca4(PO;); 10 g]， 去 离子 
水 1000 mL, 琼脂 15 g, pH 7.0, 121 CRH 30 mino 

液体 解 磷 培养 基 : 去 除 固体 解 磷 培养 基 中 的 琼 
脂 ， 其 他 成 分 不 变 。 

细菌 培养 基 : 葡萄 糖 4g, ERHEMAg EFEN 
5 g, 琼脂 20 g( 液 体 培养 基 不 加 )， 去 离子 水 1 000 mL, 
pH 7.4, 121 CRA 30 mino 
1.3 固体 解 磷 培养 基 平 板 初 得 

将 获得 纯 培养 的 菌株 采用 点 接 方法 ， 接 种 于 固 
体 解 磷 培 养 基 平板 上 , 28 条 件 下 培养 3~6 d, 观察 
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是 否 有 溶 磷 圈 产生 ,根据 溶 磷 圈 的 有 无 及 其 直径 / 菌 
落 直 径 之 比 ,判断 菌株 是 否 有 解 磷 活 性 及 活性 强 弱 。 
1.4 液体 培养 解 磷 作用 及 磷酸 酶 活性 
先 将 菌株 用 细菌 培养 基 培 养 48 h， 再 将 培养 液 
在 无 菌 条 件 下 离心 ， 菌 体 用 无 菌 水 重 悬 ， 将 菌 悬 液 
接种 于 液体 解 磷 培 养 基 中 (对 照 组 接 入 等 体积 的 无 菌 
水 ), 使 菌 体 最 终 浓度 为 Sx10” CFU:mL!, 于 28 CÀ, 
180 rmin :的 条 件 下 培养 , 每 24h 取样 1 次 , 并 检测 
样品 的 可 溶性 磷 元 素 浓 度 、pH、 有 机 酸 种 类 和 磷酸 
酶 活性 。 
根据 我 国 农业 部 颁发 的 农业 行业 标准 NY/T 
1847 一 201003， 以 对 照 组 的 反应 溶液 作为 参 比 调 雾 ， 
采用 分 光 光 度 法 检测 培养 液 中 可 溶性 磷 的 浓度 。 末 
用 pH 计 检 测 培养 液 的 pH， 并 取 培 养 液 在 硅胶 板 
GF254 上 点 样 ， 同 时 用 酒石酸 、 丙 酸 、 乳 酸 、 琥 珀 酸 、 
葵 果 酸 和 草酸 等 有 机 酸 标准 溶液 点 样 ,样品 干燥 后 
用 溶剂 系统 甲醇 /氯仿 (3 : 4、5 : 4、3 : 2, v/v) 展 层 ， 
置 于 紫外 线 254 nm 下 观察 ， 根 据 紫 外 吸收 和 迁移 
率 (RD 初 步 判 断 有 机 酸 的 种 类 。 磷 酸 酶 活性 检测 参 
考 赵 兰 坡 等 2 的 方法 ， 操 作 如 下 : 取 1 mL 培养 液 、 
0.2 mL FRZ&, 4.5 mL RRR — 887K 2870.6 7696). 
4.5 mL 相应 缓冲 液 (酸性 磷酸 酶 用 pH 5.0 的 醋酸 缓冲 
液 ， 中 性 磷酸 酶 用 pH 7.0 的 柠檬 酸 缓冲 液 ， 碱 性 磷 
酸 酶 用 pH 10.0 的 硼酸 缓冲 液 ), 混合 均匀 并 密封 ,于 
37 人 恒温 箱 中 反应 12 h。 对 照 组 以 等 体积 的 蒸馏 水 


代替 茶 磷 酸 二 钠 溶液 ， 反 应 条 件 相同 。 取 反应 液 1 mL， 


依次 加 入 5 mL 硼酸 缓冲 液 (pH 9.0)、2.5% 的 铁 氰 化 钾 
3 mL 和 0.59585 4- 氨基 安 替 比 林 3 mL， 然 后 加 蒸馏 水 
定 容 至 50 mL, #5, 30 min 后 以 对 照 组 作为 参 比 调 
8E, 于 570 nm 处 测 吸 光度 ,根据 茶 酚 的 标准 曲线 计 
算 待 测 样品 中 酚 含量 。 以 1 mL 培养 液 12 h 催化 葵 磷 
酸 二 钠 产 生 0.1 mg 茶 酚 为 1 个 磷酸 酶 酶 活性 单位 。 


1.5 ”菌株 的 鉴定 

参考 沈 萍 等 六 的 方法 ， 对 菌株 进行 革 兰 氏 染 
色 、 芽 孢 染色 、 葬 膜 染 色 、 糖 发 酵 试验 、 硫 化 氢 产 
生 试 验 、 甲 基 红 试验 、 伏 - 普 反 应 (V-P 反应 )、 淀 粉 
和 油脂 水 解 试验 。 

KAHAWA (Cheles 100) 法 提取 细菌 总 DNA, 用 
细菌 通用 引物 27f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 
3) 和 1492r (5'-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3/) 
进行 PCR 扩 增 09， 扩 增产 物 送 上 海 生 工 测序 ， 并 与 
数据 库 EzTaxon database(http://www.ezbiocloud.net/ 
eztaxon) 的 16S rRNA 基因 序列 进行 比较 ， 调 出 相似 
性 高 的 菌株 序列 ,利用 软件 CLUSTAL X1.83 进行 
多 重 序列 比 对 , 采用 MEGA 软件 ， 以 邻接 法 构建 
16S rRNA 基因 序列 系统 进化 树 。 

1.6 ”统计 学 处 理 

采用 SPSS 19.0 统计 软件 对 数据 进行 统计 处 理 。 
确定 3 次 重复 的 平均 值 (mean value) 和 标准 偏差 
(standard deviation，SD), 绘图 数据 取 3 次 试验 的 平 
均值 ， 培 养 液 可 溶性 磷 浓 度 、pH 和 磷酸 酶 活性 变化 ， 
采用 单 因 素 方 差分 析 , P0.05 为 差异 显著 , P<0.01 
为 差异 极 显著 。 

2 结果 与 分 析 
2.1 固体 平板 解 磷 活 性 

试验 结果 显示 ，30 余 株 细菌 在 植 酸 钙 和 磷酸 钙 
固体 平板 上 均 生 长 良好 ,这 说 明 这 些 细菌 均 能 溶解 
不 溶性 磷 ， 供 其 生长 需要 。 然 而 , 只 有 菌株 JXJ-11 
和 JXJ-15 能 够 在 植 酸 钙 和 磷酸 钙 固 体 平板 上 形成 明 
显 的 溶 磷 圈 ( 图 1)， 溶 磷 圈 直径 /菌落 直径 分 别 为 
2.75+0.17 和 1.48+0.03、2.42+0.14 和 1.80+0.08， 这 
说 明 它 们 有 具有 较 强 的 溶解 不 溶性 磷 的 能 力 ， 且 对 植 
酸 钙 的 溶解 作用 更 强 ， 因 此 被 选 为 后 续 研 究 菌 株 。 


+ 


JXJ-11 


1 菌株 JXJ-1L 和 JXJ-15 在 固体 磷 培养 基 上 形成 的 溶 磷 圈 (a: 磷酸 钙 培 养 基 ; b: 植 酸 钙 培 养 基 ) 
Fig.1 Halo zones produced by strains JXJ-11 and JXJ-15 on solid phosphate media (a: calcium phosphate media; b: phytin media) 
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22 ”液体 培养 菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 的 解 磷 活 性 及 
机 制 

可 溶性 磷 元 素 含量 
试验 结果 (图 2) 显 示 ， 在 含 磷 酸 钙 的 液体 培养 基 
中 接 入 细菌 JXJ-11 和 JXJ-15 并 培养 ,可 溶性 磷 浓度 
分 别 于 2 d 和 1 d 后 达到 最 高 , 为 (47.28+0.51) mg L” 


2.2.1 


300 
e 植 酸 钻 培养 基 Phytin media 
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JXJ-11 
0 磷酸 钼 培养 基 Calcium phosphate media 


(9) 


和 (67.37+1.21) mg:L ,此 后 迅速 下 降 。 而 在 含 植 酸 钙 
的 液体 培养 基 中 接 入 细菌 后 ， 可 溶性 磷 浓 度 迅 速 增加 ， 
菌株 JXJ-11 试验 组 3 d 后 达到 (219.69+3.38) mgL!, t 
植 酸 钙 中 所 含 总 磷 的 42.54%, 此 后 变化 不 大 ; 菌株 
JXJ-15 试验 组 3 d 后 达到 最 大 值 (216.96+11.25) mg L”, 
占 植 酸 钙 中 所 含 总 磷 的 42.02%， 此 后 略 有 降低 。 


JXJ-15 


1 2 3 4 5 


5 
培养 时 间 Culture time (d) 


2 菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 不 同 培养 时 间 液 体 培养 基 可 溶性 磷 含 量 的 变化 
Fig. 2 Dynamic changes of soluble phosphorus contents in fluid medium with strains JXJ-11 and JXJ-15 at different culture times 
* 和 ** 分 别 表示 与 前 一 天 相 比 ,在 P«0.05 和 P<0.01 水 平 上 差异 显著 ; (*) 和 (**) 分 别 表示 在 相同 培养 时 间 下 ， 植 酸 钙 培养 基 与 磷酸 
钙 培 养 基 中 可 溶性 磷 浓 度 在 P<0.05 和 P<0.01 水 平 上 差异 显著 。* and ** indicate significant differences between the day and the day 


before at P « 0.05 and P « 0.01 levels, respectively; (*) and (**) indicate significant differences in soluble phosphorus contents between the 
phytin media and the calcium phosphate media at the same culture time at P « 0.05 and P « 0.01 levels, respectively. 


2.2.2 pH 和 磷酸 酶 活性 

试验 结果 (图 3) 显 示 , 接 入 细菌 1 dA, WRS 
培养 基 pH 由 7.07 左右 急剧 下 降 至 3.1~3.2， 此 后 在 
试验 时 间 内 变化 不 大 ; 而 未 接 菌 的 植 酸 钙 对 照 组 培 
养 基 始终 维持 在 pH 7.0 左右 。 接 入 细菌 1 d 后 , BÉ 
酸 钙 培 养 基 pH 由 7.3 左右 下 降 至 4.3~4.4 左右 , 但 
第 2 d 后 回升 到 5.4-5.5 左右 ， 此 后 回升 速度 较 慢 ， 
5 d 后 菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 的 培养 液 pH 分 别 回升 
到 5.81+0.08 和 6.15+0.11， 而 对 照 组 始终 维持 在 pH 


7 [ 口 磷酸 钙 培养 基 Calcium phosphate mediayJxT11 


7.3 左右 。TLC 检测 结果 显示 ， 菌 株 JXJ-11 和 JXJ-15 
的 植 酸 钙 和 磷酸 钙 培 养 液 中 , 均 含 有 R SARAI 
珀 酸 基 本 相同 的 物质 , 因此 推测 这 两 株 菌 产生 的 有 
机 酸 中 可 能 含有 丙 酸 和 琥珀 酸 。 

图 4 显示 ,， 接 入 菌株 JXJ-11， 植 酸 钙 培 养 基 酸性 
磷酸 酶 活性 较 稳 定 ， 从 第 2 d 开始 ， 酶 活性 一 直 维 持 
在 1.10~1.67 U-mL'; 中 性 磷酸 酶 活性 前 3 d 均 较 低 ， 
第 4 d 迅速 增加 到 (12.04+0.57) U:mL-， 然 后 又 迅速 降 
低 ; 碱 性 磷酸 酶 活性 始终 较 低 ， 即 使 在 活性 最 强 的 


培养 时 间 Culture time (d) 
3 菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 不 同 培养 时 间 液 体 培养 基 pH 的 动态 变化 
Fig.3 Dynamic changes of pH of fluid medium with strains JXJ-11 and JXJ-15 at different culture times 
* 和 ** 分 别 表示 与 前 一 天 相 比 ,在 P«0.05 和 P<0.01 水 平 上 差异 显著 ; (*) 和 (**) 分 别 表示 在 相同 培养 时 间 下 ， 植 酸 钙 培养 基 与 磷酸 
钙 培 养 基 中 可 溶性 磷 浓 度 在 P<0.05 和 P<0.01 水 平 上 差异 显著 。* and ** indicate significant differences between the day and the day 


before at P « 0.05 and P « 0.01 levels, respectively; (*) and (**) indicate significant differences in soluble phosphorus contents between the 
phytin media and the calcium phosphate media at the same culture time at P « 0.05 and P « 0.01 levels, respectively. 
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m 酸性 磷酸 酶 Acid phosphatase ** 
口中 性 磷酸 酶 Neutral phosphatase 
m 碱 性 磷酸 酶 Alkaline phosphataj 


磷酸 酶 活性 
Phosphatase activities (U:mL ) 


培养 时 间 Culture time (d) 


4 细菌 JXJ-11 不 同 培养 时 间 下 植 酸 钙 (a) 和 磷酸 钙 (b) 培 养 基 的 磷酸 酶 活性 
Fig.4 Phosphatases activities of phytin (a) and calcium phosphate (b) fluid medium with bacteria JXJ-11 cultured for different times 
* 和 ** 分 别 表示 与 前 一 天 相 上 比 , 在 P<0.05 和 P«0.01 水 平 上 差异 显著 。* and ** indicate significant differences between the day and 


the day before at P « 0.05 and P < 0.01 levels, respectively. 


第 4 d 也 只 有 (0.75+0.05) U-mL^ (Ell 4a)。 接 入 菌株 
JXJ-11, 磷酸 鲈 培养 基 的 3 种 磷酸 酶 活性 均 较 强 ， 其 中 
酸性 磷酸 酶 活性 4 d 后 达到 最 大 值 (4.78+0.14) UmL ^, 
中 性 磷酸 酶 和 碱 性 磷酸 酶 活性 均 在 3 d 后 达到 最 大 
值 ， 分 别 为 (6.34+0.36) U:mL! 和 (8.20+0.28) U-mL”! 
(图 4b)。 

菌株 JXJ-15 的 磷酸 酶 活性 与 JXJ-11 类 似 (图 5), 
在 植 酸 钙 培 养 基 中 ,菌株 JXJ-15 的 酸性 磷酸 酶 活性 
较 稳定 , 1 d 后 酶 活 维持 在 1.95~2.92 UmL-; 中 性 磷 


目 酸 性 磷酸 酶 Acid phosphatase z 
口中 性 磷酸 酶 Neutral phosphatase 
mHE Alkaline phosphatase 


Phosphatase activity (U-mL”) 


1 2 3 4 


酸 酶 活性 前 4d 均 低 于 1 U-mL^', 38 5 d 迅速 增加 到 
(6.26+0.05) UmL-; 碱 性 磷酸 酶 活性 始终 较 低 ， 即 
使 在 酶 活 最 强 的 第 4 d 也 只 有 (0.91+0.09) U-mL (E 
5a)。 在 磷酸 钙 培 养 基 中 ,菌株 JXJ-15 的 3 种 磷酸 酶 
活性 均 增加 ， 其 中 酸性 磷酸 酶 活性 4 d 后 达到 最 大 
值 (8.44+0.48) U-mL '; 中 性 磷酸 酶 活性 2 d 后 即 达 到 
(3.52+0.17) U:mL^', 但 最 大 酶 活 与 在 植 酸 钙 培 养 基 
中 类 似 ; 碱 性 磷酸 酶 活性 4 d 后 达到 最 大 值 
(3.04+0.12) U-mL (图 5b)。 


— 
© 


oO — N U Aa OQ % o 


5 1 2 3 4 5 
培养 时 间 Culture time (d) 


5 细菌 JXJ-15 不 同 培养 时 间 下 植 酸 钙 (a) 和 磷酸 钙 (b) 培 养 基 的 磷酸 酶 活性 
Fig. 5  Phosphatases activities of phytin (a) and calcium phosphate (b) fluid medium with bacteria JXJ-15 cultured for different 


times 


* 和 ** 分 别 表 示 与 前 一 天 相 上 比 , 在 P«0.05 和 P«0.01 水 平 上 差异 显著 。* and ** indicate significant differences between the day and 


the day before at P « 0.05 and P « 0.01 levels, respectively. 


2.5 ”菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 的 分 类 地 位 

JXJ-11 和 JXJ-15 均 为 杆 状 细菌 ,无 芽孢 ， 革 兰 
RERI. HH JXJ-11 能 分 解 乳 糖 和 和 葡萄糖， 并 
产 酸 产 气 ， 分 解 合 硫 有 机 物 ,产生 硫化 氨 ，V-P 试验 
阳性 , 甲 基 红 试验 阴性 ,淀粉 和 油 脐 水 解 均 为 阴性 ; 
JXJ-15 能 分 解 乳 糖 和 葡萄 糖 ， 产 酸 但 不 产 气 ， 分 解 


合 硫 有 机 物 ， 产生 硫化 氢 ，V-P 试验 阴性 ， 甲 基 红 试 
验 阳 性 ,淀粉 和 油脂 水 解 均 为 阴性 。 

16S rRNA 基因 序列 分 析 表 明 ， 菌 株 JXJ-11 
(1 560 bpp) 属于 鞭 氨 醇 单 胞 菌 属 (Sphingomonas) 的 成 员 ， 
与 Sphingomonas melonis DAPP-PG 224" 和 S. aquatilis 
JSS7' ÉI 16S rRNA 基因 序列 相似 性 均 为 99.79%, 在 
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邻接 法 系统 发 育 进 化 树 上 这 3 株 菌 聚 在 一 支 (图 6), Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia DSM 30104" 
的 16S rRNA 基因 序列 相似 性 为 99.73%, 在 邻接 法 


与 其 他 有 效 发 表 种 相似 性 三 98.25%; 菌株 JXJ-15 
(1 625 bp) 属 于 克 雷 白 氏 杆菌 属 (Klebsiel14) 的 成 员 , 与 。 系统 发 育 进化 树 上 这 2 株 菌 聚 在 一 支 (图 7)。 


50 [ Sphingomonas aquatilis J SS7I (AF131295) 


100 |- Sphingomonas melonis DAPP-PG 224" (KB900605) 


74 JXJ-11 
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Sphingomonas jinjuensis YC6723! (EU707561) 


99 Sphingomonas hankookensis ODN7T (FJ194436) 
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Sphingomonas mucosissima CP173-2! (AM229669) 


69 
97 Sphingomonas dokdonensis DS-4' (DQ178975) 


Sphingomonas ginsenosidimutans Gsoil 1429" (HM204925) 


95 c NL yunnanensis YIM 0037 (AY894691) 
99 Sphingomonas phyllosphaerae FA2" (AY453855) 


Sphingobium phenoxybenzoativorans SC 3" (KP257600) 


0.005 
6 WR JXJ-11 及 其 相关 种 属 的 系统 进化 树 
Fig.6 Phylogenetic tree based on 16 S rRNA gene sequences analysis of strain JXJ-11 and related taxa 
>50% 的 步 长 值 (以 重复 1 000 次 的 百分率 表示 ) 在 节点 处 标注 。 标 尺 示 0.59683 FF 21] 43 II EE o Bootstrap values (expressed as percentages 
of 1 000 replications) > 50% were shown at the nodes. Bar: 0.5% sequence divergence. 


Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae 07 A044" (CBZR010000040) 


71 
64 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ATCC 13884" (ACZD01000038) 
Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae 014030" (HG933296) 
Klebsiella granulomatis KH 22 (AF010251) 
E Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ATCC 11296" (Y17654) 
EF Klebsiella variicola DSM 15968" (CP010523) 
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m~~ JXJ-15 


— — Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia DSM 301047 (AJJ101000018) 
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99 T Enterobacter cloacae subsp. dissolvens LMG 2683" (296079) 
Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 13047" (CP001918) 
92 r— Enterobacter asburiae JCM 60517 (AB004744) 
100 — — — Enterobacter cancerogenus LMG 2693" (Z96078) 
m 
0.001 


7 菌株 JXJ-15 及 其 相关 种 属 的 系统 进化 树 
Fig.7 Phylogenetic tree based on 16 S rRNA gene sequences analysis of strain JXJ-15 and related taxa 
>50% 的 步 长 值 (以 重复 1 000 次 的 百分率 表示 ) 在 节点 处 标注 ,标尺 示 0.19683 Fe 91 43 II [& » Bootstrap values expressed as percentages 


of 1 000 replications > 50% were shown at the nodes. Bar: 0.1% sequence divergence. 
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3 讨论 与 结论 

平板 解 磷 圈 法 和 液体 培养 法 是 研究 微生物 解 磷 
能 力 最 常用 的 两 种 方法 ， 本 文 利用 这 两 种 方法 筛选 
到 解 磷 细菌 JXJ-11 和 JXJ-15， 它 们 对 难 溶性 无 机 磷 
和 有 机 磷 均 具有 较 好 降解 作用 , 16S rRNA 基因 序列 
分 析 表 明 ， 解 磷 细 菌 JXJ-11 和 JXJ-15 分 别 是 鞘 氨 醇 
单 胞 菌 属 和 克 雷 白 氏 杆菌 属 的 成 员 ,， 在 解决 耕地 土 
壕 有 效 磷 缺乏 而 磷 素 却 严重 积累 的 问题 上 具有 潜在 
应 用 价值 。 

DUANE, 使 pH 降低 ， 溶 解 不 溶性 磷 ， 增 加 
可 溶性 磷 含 量 , 是 微生物 解 磷 的 重要 机 制 之 一 。 解 
磷 微 生物 分 泌 的 有 机 酸 主要 包括 草酸 、 乙 酸 、 乳 酸 、 
酒石酸 、 琥 珀 酸 、 柠 檬 酸 、 丁 二 酸 、 丙 酸 、 和 葡萄 糖 
RETUIRGRERSRUSCUUL HARR, BEER JXJ-11 和 
JXJ-15 可 能 产生 丙 酸 和 琥珀 酸 等 有 机 酸 ， 导 致 培养 
液 的 pH 降低 , 增加 可 溶性 磷 合 量 , 但 不 同 的 不 溶性 
磷 源 对 有 机 酸 的 分 泌 量 有 影响 ， 植 酸 钙 似乎 比 磷酸 
钙 更 能 促进 其 产 酸 量 。 菌株 JXJ-11 和 JXJ-15 利用 磷 
酸 钙 作为 唯一 磷 源 时 ,pH 越 低 培养 液 中 可 溶性 磷 的 
浓度 越 高 ， 这 说 明 可 溶性 磷 浓度 与 细菌 产 酸 量 有 一 
定 的 相关 性 ， 这 与 文献 报道 的 结果 WJ 类似。 

分 泌 磷 酸 酶 是 微生物 降解 不 溶性 磷 的 另 一 个 重 
EAA, 细菌 JXJ-11 和 JXJ-15 在 解 磷 液体 培养 基 
中 能 够 分 泌 酸 性 、 中 性 和 碱 性 磷酸 酶 ， 磷 源 的 种 类 
对 3 种 磷酸 酶 的 活性 有 重要 影响 ， 在 植 酸 钙 培 养 基 
中 , 它们 产生 的 磷酸 酶 只 有 酸性 磷酸 酶 活性 稳定 ， 
中 性 磷酸 酶 活性 4 d 后 迅速 上 升 ， 但 高 酶 活性 时 间 
维持 很 短 ， 碱 性 磷酸 酶 活性 始终 很 低 ， 这 可 能 是 在 
植 酸 钙 培 养 基 中 ,培养 液 长 时 间 维 持 在 pH 3.1 左右 ， 
导致 中 性 和 碱 性 磷酸 酶 变性 ; 而 在 磷酸 钙 培 养 基 中 ， 
由 于 培养 过 程 中 培养 基 的 pH 下 降幅 度 较 小 (pH 44 
左右 )， 且 在 1 d 后 开始 回升 , 最 终 回升 到 pH 6.0 左 
^, Eb, 3 种 磷酸 酶 (特别 是 中 性 和 碱 性 磷酸 酶 ) 变 
性 的 情况 大 大 减缓 ， 这 应 该 是 细菌 JXJ-11 和 JXJ-15 
在 磷酸 钙 液 体 培养 基 中 , 分 泌 的 酸性 、 中 性 和 碱 性 
磷酸 酶 活性 均 较 好 的 主要 原因 。 

管 国 强 等 研究 表明 , 磷酸 酶 对 磷酸 钙 的 降解 
作用 很 小 。 因此 ,在 磷酸 钙 培 养 基 中 ,虽然 菌株 JXJ- 
11 和 JXJ-15 分 泌 的 3 种 磷酸 酶 活性 均 较 强 , 但 细菌 
对 磷酸 钙 的 降解 可 能 主要 还 是 依赖 于 其 分 泌 的 有 机 
酸 ; 而 它们 对 植 酸 钙 的 降解 可 通过 分 沁 有 机 酸 和 磷 
酸 酶 两 条 途径 进行 ， 这 应 该 是 细菌 JXJ-11 和 JXJ-15 
对 植 酸 钙 的 降解 能 力 远 强 于 对 磷酸 钙 降 解 能 力 的 主 
要 原因 。 


鞘 氨 醇 单 胞 菌 在 1990 FERRIE, KE 
生物 对 高 分 子 有 机 污染 物 具 有 很 强 的 降解 能 力 ， 目 
前 其 研究 主要 集中 在 降解 各 种 有 机 污染 物 方面 "1。 
鞘 氛 醇 单 胞 菌 能 够 耐 受 极端 贫 营 养 条 件 22 5， 具 有 
自生 固氮 活性 中 ,是 植物 根 际 微生物 之 一 ”1， 具 
有 人 解 磷 和 分 泌 中 | 只 乙 酸 等 多 种 功能 ,能 够 缓解 农 作 
物 连作 障碍 PI， 因 此 在 微生物 肥料 研制 方面 具有 一 
定 的 价值 。 本 研究 发 现 ， 鞘 氨 醇 单 胞 菌 JXJ-11 对 植 
酸 钙 具有 很 强 的 溶解 能 力 ,在 本 试验 条 件 下 , 3 d 后 ， 
ERIR 42% 磷 元 素 被 释放 出 来 ， 变 为 可 溶性 磷 元 
素 ; 同时 , 该 菌 对 磷酸 钙 也 县 有 一 定 的 溶解 作用 ， 
因此 ,菌株 JXJ-11 在 研制 增加 土壤 可 溶性 磷 合 量 的 
微生物 制剂 方面 具有 潜在 价值 。 但 由 于 少数 鞭 氨 醇 
单 胞 菌 是 条 件 致 病菌 和 植物 病原 菌 ， 如 少 动 鞭 氨 醇 
单 胞 菌 (S，paucimobilis) 能 够 感染 手术 后 和 免疫 力 低 
FAE Sphingomonas melonis 能 够 导致 西班牙 甜 
IR(Cucumis melo var. inodorus)5RSz E HMA., 
因此 需要 对 该 菌 的 相关 特性 进一步 研究 ， 确 定 其 是 
否 能 用 作 微 生物 肥料 研制 的 菌株 。 

克 雷 白色 杆菌 属 的 成 员 多 为 条 件 病原 菌 ， 特 别 
是 肺炎 克 雷 白色 菌 致 病 性 较 强 ， 是 我 国 微生物 肥料 
RARR., Ait, 虽然 菌株 JXJ-15 解 磷 活 性 较 
强 ,， 但 该 菌 是 克 雷 白色 菌 , 且 与 肺炎 克 雷 白 氏 菌 肺 
炎 亚 种 相似 性 高 达 99.73%， 因 此 ， 鉴 于 安全 考虑 ， 
不 能 用 于 微生物 肥料 研制 的 菌株 , 但 其 解 磷 相关 基 
因 仍然 值得 研究 ， 可 为 构建 高 效 解 磷 的 工程 菌株 提 
供 目的 基因 。 
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